ORGANISATION MONDIALE DE LA PROPRIETE INTELLECTUELLE 
Bureau international 




PCT 

DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS (PCT) 



(51) Classification Internationale des brevets 6 : 
A61K 39/295, C12N 15/45 



A2 



(11) NumeVo de publication internationale: WO 98/03200 
(43) Date dc publication internationale: 29 janvier 1998 (29.01.98) 



(21) Numero de la demande internationale: PCT/FR97/01325 

(22) Date de depdt international: 16 juillet 1997 (16.07.97) 



(30) Donnees relatives a la priority: 

96/09403 19 juillet 1996 (19.07.96) 



FR 



(71) De*posant (pour tous les Etats dtsignis sauf US)i MERIAL 

[FR/FR]; 17, rue Bourgelat, F-69002 Lyon (FR). 

(72) Inventeurs; et 

(75) InventeursADeposants (US settlement): AUDONNET, Jean- 
Christophe [FR/FR]; 119, rue de Crequi, F-69006 Lyon 
(FR). BOUCHARDON, Annabelle [FR/FR]; 118, cours 
Gambetta, F-69007 Lyon (FR). BAUDU, Philippe [FR/FR]; 
58, avenue Edouard Simon, F-69290 Craponne (FR). RIV- 
IERE, Michel [FR/FR]; 11, chemin du Chancellier, F-69130 
Ecully (FR). 

(74) Mandataire: COLOMBET, Alain; Cabinet Lavoix, 2, place 
cTEstienne d'Orves, F-75441 Paris Cedex 09 (FR). 



(81) Etats de*signes: AL, AM, AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BR, BY, 
CA, CH, CN, CU, CZ, DE, DK, EE. ES, FI, GB, GE, GH, 
HU, IL, IS, JP, KE, KG, KP, KR, KZ, LC. LK, LR. LS, 
LT, LU, LV, MD, MG, MK, MN, MW, MX, NO, NZ, PL, 
PT ( RO, RU, SD, SE, SG, SI, SK, SL, TJ, TM, TR, TT t 
UA, UG, US, UZ, VN, YU, ZW, brevet eurasien (AM, AZ, 
BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM), brevet europeen (AT, BE, 
CH, DE, DK, ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, 
PT, SE), brevet OAPI (BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA, GN, 
ML, MR, NE, SN, TD, TG). 



Pubilee 



Sans rapport de recherche internationale, sera republiie dis 
reception de ce rapport. 



(54) Title: POLYNUCLEOTIDE VACCINE FORMULA, PARTICULARLY FOR TREATING BOVINE RESPIRATORY DISEASE 

(54) Titre: FORMULE DE VACCIN POLYNUCLEOTIDIQUE NOTAMMENT CONTRE LA PATHOLOGIE RESPIRATOIRE DES 
BOVINS 

(57) Abstract 

A bovine vaccine formula for treating bovine respiratory disease is disclosed. Said formula includes at least three polynucleotide 
vaccine valencies that each include a plasmid containing a bovine respiratory disease valency gene capable of being expressed in vivo in 
host cells. Said valencies are selected from the group which consists of bovine herpes virus, bovine respiratory syncytial virus, mucosal 
disease virus and parainfluenza virus type 3. The plasm ids include one or more genes per valency, and said genes are selected from the 
group which consists of gB and gD for bovine herpes virus, F and G for bovine respiratory syncytial virus, E2, C + El + E2 and El + E2 
for mucosal disease virus and HN and F for parainfluenza virus type 3. 



(57) Abrege* 

La formule de vaccin bovin contre la pathologie respiratoire des bovins, comprend au moins trois valences de vaccin polynucleotidique 
comprenant chacune un plasmide integrant, de maniere a Pexprimer in vivo dans les cellules hdtes, un gene d'une valence de pathogene 
respiratoire bovin, ces valences 6tant choisies parmi le groupe consistant en virus herpes bovin, virus respiratoire syncitial bovin, virus de la 
maladie des muqueuses et virus parainfluenza de type 3, les plasmides comprenant, pour chaque valence, un ou plusieurs des genes choisis 
parmi le groupe consistant en gB et gD pour le virus herpes bovin, F et G pour le virus respiratoire syncitial bovin, E2, C + El + E2 et 
El + E2 pour le virus de la maladie des muqueuses, HN et F pour le virus parainfluenza de type 3. 
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FORMULE- DE VACCIN POLYNUCLEOTIDIQUE NOTAMMENT CONTRE LA 
PATHOLOGIE RESPIRATOIRE DES BOVINS 

La presente invention a trait & une formule de vaccin 
5 permettant la vaccination des bovins notamment contre la 
pathologie respiratoire . Elle a egalement trait k une methode 
de vaccination correspondante . 

Tous les bovins sont porteurs de virus et de bact6ries 
potentiellement pathog^nes k des degres tr6s variables. 
10 Les virus peuvent se multiplier quand 1'immunite 

specif ique est af faiblie et quand il y a des lesions des voies 
respiratoires . lis sont ensuite excr£t6s par 1' animal et 
peuvent alors containiner d'autres animaux. 

Parmi les virus que 1'on rencontre, on peut citer 
15 notamment le virus parainfluenza de type 3 (PI-3), de 
pathogenicity propre mod6r6e, le virus respiratoire syncitial 
bovin (RSV) et l'herp&s virus bovin (BHV) encore appele virus 
de la rinotrachiite infectieuse bovine (IBR), de pathogenicity 
propres 61ev6es. 

20 Un autre virus particuli6rement important pour son role 

immunodepresseur et ses ef fets n£fastes sur la reproduction est 
le virus de la maladie des muqueuses ou pestivirus bovin 
(BVDV) . 

Ces' virus se traduisent en g6n£ral par une phase primaire 
25 d' hyperthermic, de syndrome grippal et de troubles 
respiratoires, avec des troubles digestifs (diarrhies) dans le 
cas de BVD. Cette phase peut s ' accompagner d'une phase 
secondaire avec apparition de bronchopneumonies li£es k des 
infections bact6riennes, en particulier Pasteurella, pouvant 
30 entralner la mort. Ce phenom£ne est exacerb6 en particulier par 
1 ' immunodepression consecutive k 1' infection par BVD ou par 
1' infection des macrophages par PI-3. D'autres symptdmes encore 
peuvent apparaitre, comme des avortements avec BVD et BHV, 

II parait done n6cessaire de tenter de mettre au point une 
35 prevention efficace contre les principaux virus intervenant 
dans la pathologie respiratoire des bovins. 

On a d£j& propose par le passe des associations de vaccins 
contre certains virus responsables de la pathologie 
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r-^spiratoire* des bovins. 

Les associations d6veloppees jusqu'& present etaient 
realisees a partir de vaccins inactives ou de vaccins vivants 
et 6ventuellement de melanges de tels vaccins. Leur mise en 
5 oeuvre pose des problemes de compatibility entre valences et de 
stabilite. II faut en effet assurer cl la fois la compatibility 
entre les differentes valences de vaccin, que ce soit au plan 
des differents antig^nes utilises ou au plan des formulations 
elles-memes, notamment dans le cas ou l'on combine & la fois 

10 des vaccins inactives et des vaccins vivants. II se pose 
egalement le probl^me de la conservation de tels vaccins 
combines et aussi de leur innocuit6 notamment en presence 
d' adjuvant. Ces vaccins sont en g6n6ral assez codteux. 

Les demandes de brevet WO-A-90 11092, WO-A-93 19183, WO-A- 

15 94 21797 et WO-A-95 20660 ont fait usage de la technique 
r^cemment developpee des vaccins polynucl^otidiques . On sait 
que ces vaccins utilisent un plasmide apte & exprimer dans les 
cellules de I'hdte l'antig^ne ins6r6 dans le plasmide. Toutes 
les voies d' administration ont 6t6 propos^es (intrap£riton6ale, 

20 intraveineuse, intramusculaire, transcutan^e, intradermique, 
mucosale, etc.). Differents moyens de vaccination peuvent 
egalement etre utilises, tels que ADN d6pos6 & la surface de 
particules d'or et projet6 de fagon a p^netrer dans la peau de 
1' animal (Tang et al, . Nature 356, 152-154, 1992) et les 

25 injecteurs par jet liquide permettant de transfecter k la fois 
dans la peau, le muscle, les tissus graisseux et les tissus 
mammaires (Furth et al., Analytical Biochemistry, 205, 365-368, 
1992) . 

Les vaccins polynucleotidiques peuvent utiliser aussi bien 
30' des ADN nus que des ADN formulas par exemple au sein de 
liposomes ou de lipides cationiques. 

G. J.M, COX a d6jci propose la vaccination polynucl£otidique 
contre 1' herpes virus bovin de type 1 dans J. of Virology, 
Volume 67, n° 9, septembre 1993, 5664-5667. Les auteurs ont 
35 notamment deer it des plasmides integrant les g£nes gl (gB) , 
gill (gC) et gIV (gD) . 

Dans Vaccine, Volume 13, n° 4, 415-421, 1995, J.E. CROWE 
presente une revue gen^rale sur les differentes methodes de 
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•vaccination contre le virus respiratoire syncitial et contre le 
virus parainfluenza de type 3. Cette revue reprend 1' ensemble 
des possibilites offertes par les techniques actuelles de 
vaccination et sugg^re simplement que la technologie de 
5 1 ' immunisation polynucleotidique pourrait etre utile dans la 
strategie d' immunisation contre RSV et Pl-3. Aucune 
construction de plasmide ni r^sultat de vaccination des bovins 
contre ces virus n'est d£crit dans ce document. 

L' invention se propose done de fournir une formule de 
10 vaccin multivalent permettant d' assurer une vaccination contre 
un certain nombre de virus pathog^nes intervenant notamment 
dans la pathologie respiratoire des bovins et ainsi assurer une 
vaccination efficace contre cette pathologie. 

Un autre objectif de 1' invention est de fournir une telle 
15 formule de vaccin associant diff^rentes valences tout en 
pr6sentant tous les crit^res requis de compatibility et de 
stability des valences entre elles. 

Un autre objectif de 1' invention est de fournir une telle 
formule de vaccin permettant d'associer diff6rentes valences 
20 dans un meme v6hicule. 

Un autre objectif de 1' invention est de fournir un tel 
vaccin qui soit de mise en oeuvre ais6e et peu codteuse. 

Un autre objectif encore de 1' invention est de fournir une 
telle formule de vaccin et une m^thode de vaccination des 
25 bovins qui permettent d'obtenir une protection multivalente 
avec un niveau 61ev6 d'efficacit£ et de longue dur6e, ainsi 
qu'une bonne innocuit6 et une absence de r6sidus. 

La presente invention a done pour objet une formule de 
vaccin notamment contre la pathologie respiratoire des bovins, 
3 0 comprenant au moins trois valences de vaccin polynucleotidique 
comprenant chacune un plasmide integrant, de mani^re & 
l'exprimer in vivo dans les cellules hdtes, un g&ne d'une 
valence de pathog^ne respiratoire bovin, ces valences 6tant 
choisies parmi le groupe consistant en virus herpes bovin, 
3 5 virus respiratoire syncitial bovin, virus de la maladie des 
muqueuses et virus parainfluenza de type 3, les plasmides 
comprenant, pour chaque valence, un ou plusieurs des g&nes 
choisis parmi le groupe consistant en gB et gD pour le virus 
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herpes * bovin, "F et G pour le virus respiratoire syncitial 
bovin, E2, C + El + E2 et El + E2 pour le virus de la maladie 
des muqueuses, HN et F pour le virus parainfluenza de type 3. 
Par valence, dans la presente invention, on entend au 
5 moins un antigene assurant une protection contre le virus du 
pathog^ne considere, la valence pouvant contenir, a titre de 
sous-valence, un ou plusieurs genes naturels ou modifies d'une 
ou plusieurs souches du pathog&ne consider^. 

Par g£ne d' agent pathogfene, on entend non seulement le 
10 gene complet, mais aussi les sequences nucleotidiques 
diff^rentes, y compris fragments, conservant la capacity k 
induire une reponse protectrice. La notion de gkne recouvre les 
sequences nucleotidiques equivalentes k celles d^crites 
precis^ment dans les exemples, c'est-a-dire les sequences 
15 differentes mais codant pour la mdme proteine. Elle recouvre 
aussi les sequences nucleotidiques d'autres souches du 
pathog£ne consider^, assurant une protection croisee ou une 
protection specif ique de souche ou de groupe de souche. Elle 
recouvre encore les sequences nucleotidiques qui ont £t£ 
20 modifiees pour faciliter 1' expression in vivo par 1' animal h6te 
mais codant pour la meme proteine. - 

De preference, la formule de vaccin selon 1' invention 
comprend les quatre valences. 

En ce qui concerne la valence BHV, on pref^re mettre en 

2 5 oeuvre les deux g£nes codant pour gB et gD, dans des plasmides 

differents ou dans un seul et mSme plasmide. Eventuellement, 
mais d'une fagon moins pr6fer6e, on peut utiliser l'un ou 
1 ' autre de ces g£nes . 

Pour la valence RSV, on utilise de preference les deux 

3 0 g^nes G et F integres dans deux plasmides differents ou dans un 

seul et mSme plasmide. Eventuellement , mais de fagon moins 
preferee, on peut utiliser le g£ne F seul. 

Pour la valence BVD, on pref6rera utiliser un plasmide 
integrant le gene E2 . Eventuellement, mais de fagon moins 
3 5 preferee, on peut utiliser un plasmide codant pour El et E2 
ensemble ou pour 1' ensemble constitue par C, El et E2 . 

Pour la valence PI-3, on pr6f£re utiliser 1' ensemble des 
deux genes HN et F dans deux plasmides differents ou dans un 
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seul et meme plasmide. On peut aussi utiliser uniquement le 
g6ne HN. 

Une formule de vaccin pr6f6r6e selon 1 ' invention comprend 
et assure 1' expression des genes gB et gD de BHV, G et F de 
5 RSV, E2 de BVD et HN et F de PI-3 . 

La formule de vaccin selon 1' invention pourra se presenter 
sous un volume de dose compris entre 0,1 et 10 ml et en 
particulier entre 1 et 5 ml. 

La dose sera gen^ralement comprise entre 10 ng et 1 mg, de 
10 preference entre 100 ng et 500 ng et plus pr6f erentiellement 
encore entre 1 fig et 250 ^g par type de plasmide. 

On utilisera de preference des plasmides nus, simplement 
places dans le vehicule de vaccination qui sera en g£n6ral de 
l'eau physiologique (NaCl 0,9 %) , de l'eau ultrapure, du tampon 
15 TE, etc. On peut bien entendu utiliser toutes les formes de 
vaccin polynucl£otidique d^crites dans l'art anterieur. 

Chaque plasmide comprend un promoteur apte & assurer 
1' expression du g6ne insere sous sa d^pendance dans les 
cellules hotes. II s'agira en g6n6ral d'un promoteur eucaryote 
20 fort et en particulier d'un promoteur pr^coce du 
cytomegalovirus CMV-IE, d'origine humaine ou murine, ou encore 
even tuel 1 emen t d ' une autre origine - telle que rat, cochon, 
cobaye. 

De maniere plus gen^rale, le promoteur pourra etre soit 
25 d'origine virale, soit d'origine cellulaire. Comme promoteur 
viral autre que CMV-IE, on peut citer le promoteur pr^coce ou 
tardif du virus SV40 ou le promoteur LTR du virus du Sarcome de 
Rous. 11 peut aussi s'agir d'un promoteur du virus dont 
provient le g£ne, par exemple le promoteur propre au gkne. 
30 Comme promoteur cellulaire, on peut citer le promoteur 

d'un g&ne du cytosquelette, tel que par exemple le promoteur de 
la desmine (Bolmont et al. f Journal of Submicroscopic Cytology 
and Pathology, 1990, 22, 117-122 ; et ZHENLIN et al., Gene, 
1989, 78, 243-254), ou encore le promoteur de l'actine. 
35 Lorsque plusieurs g£nes sont presents dans le m£me 

plasmide, ceuxi-ci peuvent §tre pr6sent6s dans la m§me unit6 de 
transcription ou dans deux unites diff6rentes. 

La combinaison des diff^rentes valences du vaccin selon 
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-1-' invention peu't etre .effectuee, de preference, par melange de 
plasmides polynucleotidiques exprimant le ou les antig^nes 
de chaque valence, mais on peut egalement pr^voir de faire 
exprimer des antigenes de plusieurs valences par un meme 
5 plasmide. 

L ' invention a encore pour objet des formules^ de vaccin 
monovalent comprenant un ou plusieurs plasmides codant pour un 
ou plusieurs g^nes de l'un des virus choisis parmi le groupe 
consistant en BRSV, BVD et PI-3, les gknes 6tant ceux d^crits 

10 plus haut. En dehors de leur caractere monovalent, ces formules 
peuvent reprendre les caract^ristiques 6noncees plus haut en ce 
qui concerne le choix des g&nes, leurs combinaisons , la 
composition des plasmides, les volumes de dose, les doses, etc. 
Les formules de vaccin monovalent peuvent etre utilis6es 

15 (i) pour la preparation d'une formule de vaccin polyvalent tel 
que deer it plus haut, (ii) ci titre individuel contre la 
pathologie propre, (iii) associ6es k un vaccin d'un autre type 
(entier vivant ou inactive, recombinant, sous-unite) contre une 
autre pathologie, ou (iv) comme rappel d'un vaccin comme decrit 

20 ci-apr6s . 

La presente invention a en. effet encore pour objet 
1 'utilisation d'un ou de plusieurs plasmides selon 1' invention 
pour la fabrication d'un vaccin destin£ ci vacciner les bovins 
primo-vaccin6s au moyen d'un premier vaccin classique du type 

25 de ceux de l'art anterieur choisi notamment dans le groupe 
consistant en vaccin entier vivant, vaccin entier inactive, 
vaccin de sous-unit^, vaccin recombinant, ce premier vaccin 
pr£sentant, c'est-ci-dire contenant ou pouvant exprimer, le ou 
les antigfenes code(s) par le ou les plasmides ou antig£ne<s) 

3 0 assurant une protection croisee. 

De mani^re remarquable, le vaccin polynucleotidique a un 
effet de rappel puissant se traduisant par une amplification de 
la r6ponse immunitaire et 1 ' instauration d'une immunite de 
longue duree. 

3 5 De mani^re g6n6rale, les vaccins de primo-vaccination 

pourront etre choisis parmi les vaccins commerciaux disponibles 
aupr^s des differents producteurs de vaccins vetdrinaires . 

L' invention a aussi pour objet un kit de vaccination 
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regroupant un vaccin de primo-vaccination tel que decrit ci- 
dessus et une formule de vaccin selon 1' invention pour le 
rappei. Elle a aussi trait A une formule de vaccin seion 
l 1 invention accompagnee d f une notice indiquant 1' usage de cette 
5 formule corame rappei d'ur.e primo-vaccination telle que decrite 
ci-avant. 

La presente invention a egalement pour objet une methode 
de vaccination des bovins centre la pathologie respiratoire, 
comprenant 1 1 administration de la formule de vaccin efficace 

10 telle que decrit plus haut. Cette methode de vaccination 
comprend 1 1 administration d'une ou de plusieurs doses de 
formule de vaccin, ces doses pouvant etre administrees 
successivement dans un court laps de temps et/ou success ivement 
a des moments eloignes l'un de i' autre. 

15 Les formules de vaccin selon 1' invention pourront etre 

administrees, dans le cadre de cette methode de vaccination/ 
par les differentes voies d' administration proposees dans l'art 
anterieur pour la vaccination polynucleotidique et au moyen des 
techniques d 1 administration connues. 

20 L' invention a encore pour objet la methode de vaccination 

consistant a faire une primo-vaccination telle que decrite ci- 
dessus et un rappei avec une formule de vaccin selon 
1 1 invention. 

Dans une forme de mise en oeuvre preferee du procede selon 
25 . 1 1 invention, on administre dans un premier temps, a 1' animal, 
une dose efficace du vaccin de type classique, notamment 
inactive, vivant, attenue ou recombinant, ou encore un vaccin 
de sous-unite de faqon a assurer une primo-vaccination, et, de 
preference dans un delai de 2 a 6 semaines, on assure 
30 1 1 administration du vaccin polyvalent ou monovalent selon 
1 ' invention. 

L' invention concerne aussi la methode de preparation des 
formules de vaccin, a savoir la preparation des valences et 

leurs melanges, telle qu'eiie ressort de cecte description. 

> 

35 L ! invention va etre maintenant decrite plus en details a 

l'aide de modes de realisation de I' invention oris en reference 
aux dessins annexes. 
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Sequence du gene BHV-1 gB (souche ST) 
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SEQ ID N° 2 


Oligonucleotide PB234 




SEQ ID N° 3 


Oligonucleotide PB235 
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Oligonucleotide AB1 62 




SEQ ID. N° 5 


: Oligonucleotide AB1 63 




SEQ ID N° 6 


: Oligonucleotide AB026 
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SEQ ID N° 7 


Oligonucleotide AB027 




SEQ ID N° 8 


: Oligonucleotide AB028 




SEQ ID N° 9 


: Oligonucleotide AB029 
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: Oligonucleotide AB110 




SEQ ID N°11 


: Oligonucleotide AB1 1 1 
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SEQ ID N°12 


: Ologonucieotide AB1 1 4 
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: Oligonucleotide AB1 1 5 
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: Oligonucleotide AB116 
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: Oligonucleotide AB1 1 7 
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: Oligonucleotide AB130 


30 


SEQ ID N°17 


: Oligonucleotide AB131 




SEQ ID N°18 


Oligonucleotide AB1 32 




SEQ ID N°1 9 


: Oligonucleotide AB133 
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EXEMPLES 

Exemple 1 : Culture des virus 

Les virus sont cultives sur le systfcme cellulaire approprie jusqu'& obtention d'un 
5 effet cytopathique. Les systemes cellulaires h utiliser pour chaque virus sont 
bien connus de I'homme du metier. Brtevement, des cellules sensibles au virus 
utilise, cultiv^es en milieu minimum essentiel de Eagle (milieu "MEM) ou un 
autre milieu approprie, sont inocuiees avec la souche virale §tudiee en utilisant 
une multiplicity d'infection de 1. Les cellules infectees sont alors incubees a 
10 37°C pendant le temps nScessaire h I'apparition d'un effet cytopathique 
complet (en moyenne 36 heures). 

Exemple 2 : Extraction des ADNs g£nomiques viraux 

Apres culture, le surnageant et les cellules lysees sont recoltees et la totalite de 
15 la suspension virale est centrifug^e b 1000 g pendant 10 minutes & + 4°C 
pour eiiminer les debris cellulaires. Les particules virales sont alors recoltees par 
ultracentrifugation a 400000 g pendant 1 heure & + 4°C. Le culot est repris 
dans un volume minimum de tampon (Tris 10 ml, EDTA 1 mM). Cette 
suspension virale concentre esttraitee par la proteinase K (100/yg/ml final) en 
20 presence de sodium dodecyl sulfate (SDS) (0,5% final) pendant 2 heures a 
37 °C. L'ADN viral est ensuite extrait avec un melange de phSnol/chloroforme, 
puis pr6cipite avec 2 volumes d'ethanol absolu. AprSs une nuit a - 20°C, I'ADN 
est centrifuge £ 10000 g pendant 15 minutes k + 4°C. Le culot d'ADN est 
sechS, puis repris dans un volume minimum d'eau ultrapure sterile. II peut alors 
25 etre dig6r6 par des enzymes de restriction. 

Exemple 3 : Isolement des ARNs g6nomiques viraux 

Les virus a ARN ont 6t6 purifies selon les techniques bien connues de I'homme 
du m6tier. L'ARN viral genomique de chaque virus a et6 ensuite isole en 
30 utilisant la technique d'extraction "thiocyanate de guanidium/phenol- 
chloroforme" decrite par P. Chomczynski et N. Sacchi (Anal. Biochem. 1987. 
162. 156-159). 
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Exemple 4 : Techniques de biologie moleculaire 

Toutes les constructions de plasmides ont §t§ realisees en utilisant les 
techniques standards de biologie moleculaire dScrites par J. Sambrook et aL 
[Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2 nd Edition. Cold Spring Harbor 
5 Laboratory. Cold Spring Harbor. New York. 1989). Tous les fragments de 
restriction utilises pour la presente invention ont 6te isotes en utilisant le kit 
"Geneclean" (BIO101 Inc. La Jolla, CA). 

Exemple 5 : Technique de RT-PCR 

1 0 Des oligonucleotides specifiques (comportant h leurs extr6mit6s 5' des sites de 
restriction pour faciliter le clonage des fragments amplifies) ont 6t6 synth6tis6s 
de telle facon qu'ils couvrent entterement les regions codantes des gdnes 
devant etre amplifies (voir exemples specifiques). La reaction de transcription 
inverse (RT) et I'amplification en chaine par polymerase (PGR) ont 6te" 

15 effectu6es selon les techniques standards (J. Sambrook et aL Molecular 
Cloning: A Laboratory Manual. 2 nd Edition. Cold Spring Harbor Laboratory. Cold 
Spring Harbor. New York. 1989). Chaque reaction de RT-PCR a 6t6 faite avec 
un couple d'amplimers specifiques et en prenant comme matrice TARN 
g6nomique viral extrait. L'ADN comptementaire amplifte a 6t6 extrait au 

20 ph^nol/chloroforma/alcool isoamylique (25:24:1) avant d'dtre dig6r6 par les 
enzymes de restriction. 

Exemple 6 : plasmide pVR1012 

Le plasmide pVR1012 (Figure N° 1) a 6t6 obtenu aupres de Vical Inc. San 
25 Diego, CA, USA. Sa construction a 6t6 d6crite dans J. Hartikka et aL (Human 
Gene Therapy. 1996. 7. 1205-1217). 

Exemple 7 : Construction du plasmide pPB156 (gdne BHV-1 gB) 

L'ADN g^nomique de I'herpfcsvirus bovin BHV-1 (Souche ST) (Leung-Tack P. et 
30 aL Virology. 1 994, 1 99. 409-42 1 ) a &t6 prepare selon la technique d^crite dans 
I'exemple 2 a 6t6 dig6r6 par BamH\. AprSs purification, le fragment BamHI- 
BamHI de 1 8 kpb a 6t<§ clon6 dans le vecteur pBR322 prSalablement digere par 
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BamHI, pour donner le plasmide plBR-4-BamHI 122 kpb). 
Le plasmide plBR-4-BamHI a 6x6 ensuite digdre par Safl pour liberer un fragment 
SalJ-Sall de 6,6 kpb contenant le gene codam pour la glycoprotein gB du BHV- 
1 (Figure N° 2 et SEQ ID N° 1). Ce fragment a 6x6 clone dans le vecteur 
5 pBR322, prdalablement dig$r$ par Sa/I, pour donner le plasmide pI5R-6,6-Sall 
(10,9 kpb). 

Le plasmide pIBR-6 r 6-Sall a 6x6 dig6re par Nhe\ et Bgl\\ pour liberer un fragment 

Nhel-Bglll da 2676 pb contenant le gfcne codant pour la glycoprot&ne gB de 

V herpesvirus bovin {BHV-1} (fragment A). 
10 Una reaction de PCR a 6x6 r6aii$6e avec I'ADN genomique de ('herpesvirus 

bovin (BHV-1) (Souche ST) et avec les oligonucleotides suivants: 

PB234 (30 mer) (SEQ ID N° 2) 

5'TTGTCGACATGGCCGCTCGCGGCGGTGCTG 3' 

PB235 (21 mer) (SEQ ID N° 3) 
15 5'GCAGGGCAGCGGCTAGCGCGG 3' 

pour isoler la partie 5 r du gdne codant pour la glycoproteins gB du BHV-1. 

Aprds purification, le produit de PCR de 1 53 pb a 6X6 dig4r6 par Sail et Nhe\ 

pour isoler un fragment Sall-Nhel de 145 pb (fragment B). 

Les fragments A et B ont 6x6 ligatures ensemble avec le vecteur pVR1012 
20 (exemple 6), prdalablement dig6r6 avec Saf\ et BamH\, pour donner le plasmide 

PPB156 (7691 pb) (Figure N° 3). 

Example 8 : Construction du plasmide pAB087 (gdne BHV-1 gD) 

Une r6action de PCR a 6x6 rdaiisie avec I'ADN genomique de I'herpdsvirus 
25 bovin (BHV-1) (Souche ST) (P. Leung-Tack et a/. Virology. 1994. 199. 409- 

421), prdpard selon ia technique dicrite dans I'exemple 2 et avec les 

oligonucleotides suivants: 

AB162 (31 mer) (SEQ ID N° 4) 

5'AAACTGCAGATGCAAGGGCCGACATTGGCCG 3' 
30 AB163 (27 mer) (SEQ ID N° 5) 

S'ATCTTGTACCATATGACCGTGGCGTTG 3' 

pour amplifier la partie 5' du g&ne codant pour la glycoproteine gD de 
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I'herpdsvirus bovin (BHV-1) (N° d'acces sequence GenBank = L26360) sous 
la formp d'un fragment PCR de 338 pb. Apr£s purification, ce fragment a ete 
digere par P$t\ et Nde\ pour isoler un fragment Pstl-Ndel de 317 pb (fragment 
A). 

5 Le plasmide pBHVOOl (P. Leung-Tack et al. Virology. 1994. 199. 409-421.) a 
etS dig6r6 par Nde\ et Sty\ pour liberer un fragment de 942 pb contenant la 
partie 3' du gene codant pour la glycoproteine gD du BHV-1 (fragment B), 
Les fragments A et B ont 6t6 ligatures ensemble avec le vecteur pVR1012 
(exemple 6), prealablement dig6re avec Pst\ et Xba\, pour donner le plasmide 
10 pAB087 (6134 pb) (Figure N° 4). 

Exemple 9 : Construction du plasmide pAB011 (gdne BRSV F) 
Une reaction de RT-PCR selon la technique d^crite dans I'exemple 5 a 6t6 
realis£e avec TARN g^nomique du virus respiratoire syncytial bovin (BRSV)' 
15 (Souche 391-2) (R. Lerchefa/. Virology. 1991. 181. 118-131), pn§par6comme 
indiqu6 dans I'exemple 3, et avec les oligonucleotides suivants: 
AB026 (33 mer) (SEQ ID N° 6) 

5'AAAACTGCAGGGATGGCGGCAACAGCCATGAGG 3' 
AB027 (31 mer) (SEQ ID N° 7) 

20 5'CGCGGATCCTCATTTACTAAAGGAAAGATTG 3' 

pour isoler le g6ne codant pour la glycoproteine de fusion F (BRSV F) sous la 
forme d'un fragment PCR de 1734 pb. Apr£s purification, ce fragment a 6t6 
dig6r6 par Pst\ et BamH\ pour isoler un fragment Pstl-BamHI de 1717 pb. Ce 
fragment a 6t6 ligature avec le vecteur pVR1012 (exemple 6), prealablement 

25 dig6r£ avec Pst\ et BamH\, pour donner le plasmide pAB01 1 (6587 pb) (Figure 
N° 5). 

Exemple 10 : Construction du plasmide pAB012 (gdne BRSV G) 
Une reaction de RT-PCR selon la technique d6crite dans I'exemple 5 a 6t6 
30 r6alisee avec I'ARN g6nomique du virus respiratoire syncytial bovin (BRSV) 
(Souche 391-2) (R. Lerch et aL J. Virology. 1990. 64. 5559-5569) et avec les 
oligonucleotides suivants: 
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AB028 (32 mer) (SEQ ID N° 8) 
5'AAAACTGCAGATGTCCAACCATACCCATCATC 3' 
AB029 (35 mer) (SEQ ID N° 9) 

5'CGCGGATCCCTAGATCTGTGTAGTTGATTGATTTG 3' 
5 pour isoler le gene codant pour la prot&ne G (BRSV G) sous la forme d'un 
fragment PGR de 780 pb. Apr6s purification, ce fragment a 6te digere par Pst\ 
et flamHI pour isoler un fragment Pstl-BamHI de 763 pb. Ce fragment a et6 
ligature avec le vecteur pVR1012 (exemple 6), prealablement digere avec Pst\ 
et BamH\, pour donner le plasmide pAB012 (5634 pb) (Figure N° 6). 

10 

Exemple 1 1 : Construction du plasmide pAB058 (gene BVDV C) 
Une reaction RT-PCR selon la technique decrite dans I'exemple 5 a ete r6alis6e 
avec I'ARN genomique du virus de la diarrhee virale bovine (BVDV) (Souche 
Osloss) (L. De Moerlooze et aL J. Gen. Virol. 1993. 74. 1433-1438), prepare 
15 selon la technique decrite dans I'exemple 3 et avec les oligonucleotides 
suivants: 

AB110(35 mer) (SEQ ID N° 10) 

5'AAAACTGCAGATGTCCGACACAAAAGCAGAAGGGG 3' 

AB111 (47 mer) (SEQ ID N° 11) 

20 5'CGCGGATCCTCAATAAAAATCATTCCCACTGCGACTTGAAACAAAAC 3' 
pour amplifier un fragment de 342 pb contenant le gdne codant pour la proline 
de capside C du virus BVDV, Aprds purification, le produit de RT-PCR a 6t6 
dig6r6 par Pst\ et BamH\ pour donner un fragment Pstl-BamHI de 324 pb. 
Ce fragment a 6t6 ligaturd avec le vecteur pVR1 01 2 (exemple 6), prealablement 

25 dig$r6 avec Pst\ et BamH\, pour donner le plasmide pAB058 (51 83 pb) (Figure 
N° 7). 

Exemple 12 : Construction du plasmide pAB059 ( n g6ne M BVDV E1) 
Une reaction RT-PCR selon la technique decrite dans I'exemple 5 a ete realis<§e 
30 avec I'ARN genomique du virus de la diarrhSe virale bovine (BVDV) (Souche 
Osloss) (L. De Moerlooze et aL J. Gen. Virol. 1993. 74. 1433-1438) et avec 
les oligonucleotides suivants: 
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AB114 (32 mer) (SEQ ID N° 12) 
5'ACGCGTCGACATGAAGAAACTAGAGAAAGCCC 3' 
AB115 (33 mer) (SEQ ID N° 13) 

5'CGCGGATCCTCAGCCGGGTTTGCAAACTGGGAG 3' 
5 pour isoler la sequence codant pour la proline E1 du virus BVDV sous la forme 
d'un fragment PGR de 1 381 pb. Apr&s purification, ce fragment a et6 digere par 
Sa/I et BamH\ pour donner un fragment Sall-BamHI de 1367 pb. 
Ce fragment a et6 ligaturS avec le vecteur pVR1 01 2 (exemple 6), prealablement 
digere avec Sa/I et BamH\ t pour donner le plasmide pAB059 (6236 pb) (Figure 
10 N° 8). 

Exemple 13 : Construction du plasmide pAB060 ("gene 19 BVDV E2) 
Une reaction RT-PCR selon la technique d6crite dans I'exemple 5 a 6x6 r6alis6e 
avec TARN g6nomique du virus de la diarrhee virale bovine (BVDV) (Souche 
15 Osloss) (L. De Moerlooze et a/. J. Gen. Virol. 1993. 74. 1433-1438) et avec 
les oligonucleotides suivants: 
AB116 (36 mer) (SEQ ID N° 14) 

5'ACGCGTCGACATGACGACTACTGCATTCCTGGTATG 3' 

AB1 1 7 (33 mer) (SEQ ID N° 15) 
20 5'CGCGGATCCTCATTGACGTCCCGAGGTCATTTG 3' 

pour isoler la sequence codant pour la proline E2 du virus BVDV sous la forme 

d'un fragment PCR de 1 252 pb. Apr6s purification, ce fragment a 6x6 diger6 par 

Sa/I et BamHl pour donner un fragment Sall-BamHI de 1238 pb. 

Ce fragment a 6t6 ligaturd avec le vecteur pVRI 01 2 (exemple 6), prealablement 
25 dige§r6 avec Sa/I et BamH\, pour donner le plasmide pAB060 (6107 pb) (Figure 

N° 9). 

Exemple 14 : Construction du plasmide pAB071 (g&ne BPIV HIM) 

Une reaction de RT-PCR selon la technique decrite dans I'exemple 5 a 6X6 
30 rSalisee avec TARN g6nomique du virus parainfluenza bovin de type 3 (PI3 = 
BPIV) et avec les oligonucleotides suivants: 
AB130 (33 mer) (SEQ ID N° 16) 
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5TTTGTCGACATGGAATATTGGAAACACACAAAC 3' 
AB131 (33 mer) (SEQ ID N° 17) 
5'TTTGGATCCTTAGCTGCAGTTTTTCGGAACTTC 3' 

pour isoler le g6ne codant pour ia glycoprot&ne HN du BPIV (sequence du gene 
5 HN deposSe par H. Shibuta en 1987. N° d'acc^s de la sequence sur GenBank 
= Y001 1 5) sous la forme d'un fragment PCR de 1 737 pb. Apr6s purification, 
ce fragment a 6x6 diger$ par Sa/I et BamH\ pour isoler un fragment Sall-BamHI 
de 1 725 pb. Ce fragment a 6x6 ligature avec le vecteur pVR1 01 2 (exemple 6), 
prealablement 6\q6x6 avec Sa/I et flamHI, pour donner le plasmide pAB071 
10 (6593 pb) (Figure N° 10). 

Exemple 15 : Construction du plasmide pAB072 (g6ne BPIV F) 

Une reaction de RT-PCR selon la technique dScrite dans I'exemple 5 a ete 

realisee avec I'ARN g<§nomique du virus parainfluenza bovin de type 3 (PI3 = 

1 5 BPIV) et avec les oligonucleotides suivants: 
AB132 (30 mer) (SEQ ID N° 18) 
5'TTTGTCGACATGATCATCACAAACACAATC 3' 
AB133 (30 mer) (SEQ ID N° 1 9) 
5'TTTGGATCCTCATTGTCTACTTGTTAGTAC 3' 

20 pour isoler le gdne codant pour la proline F du BPIV (sequence du gene F 
d6pos6e par H. Shibuta en 1987. N° d'accds de la sequence sur GenBank = 
Y001 1 5) sous la forme d'un fragment PCR de 1 641 pb. Apr§s purification, ce 
fragment a 6x6 dig6r6 par Sa/I et BamH\ pour isoler un fragment Sall-BamHI de 
1629 pb. Ce fragment a 6\6 Iigatur6 avec le vecteur pVR1012 (exemple 6), 

25 prealablement dig6r6 avec Sa/I et flamHI, pour donner le plasmide pAB072 
(6497 pb) (Figure N° 11). 

Exemple 16 : Preparation et purification des plasmides 

Pour la preparation des plasmides destines 6 la vaccination des animaux, on 
30 peut utiliser toute technique permettant d'obtenir une suspension de plasmides 
purifies majoritairement sous forme superenroulee. Ces techniques sont bien 
connues de I'homme de Tart, On peut citer en particulier la technique de lyse 
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alcaline suivie de deux ultracentrifugations successives sur gradient de chlorure 
de cesium en presence de bromure d'6thidium telle que decrite dans J. 
Sambrook et aL (Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 2 nd Edition. Cold 
Spring Harbor Laboratory. Cold Spring Harbor. New York. 1989). On peut se 
5 r^ferer egalement aux demandes de brevet PCT WO 95/21250 et PCT WO 
96/02658 qui d^crivent des methodes pour produire h l'6chelle industrielle des 
plasmides utilisables pour la vaccination. Pour les besoins de la fabrication des 
vaccins (voir exemple 17), les plasmides purifies sont resuspendus de maniere 
£ obtenir des solutions a haute concentration ( > 2 mg/ml) compatibles avec 
1 0 le stockage. Pour ce faire, les plasmides sont resuspendus soit en eau uitrapure, 
soit en tampon TE (Tris-HCI 10 mM; EDTA 1 mM, pH 8,0). 

Exemple 17 : Fabrication des vaccins associes 

Les divers plasmides necessaires h la fabrication d'un vaccin associe sonr 
15 m6lang6s a partir de leurs solutions concentres (exemple 16). Les melanges 
sont realises de telle mantere que la concentration finale de chaque plasmide 
corresponde h la dose efficace de chaque plasmide, Les solutions utilisables 
pour ajuster la concentration finale du vaccin peuvent etre soit une solution 
NACI a 0,9 % , soit du tampon PBS. 
20 Des formulations particulteres telles que les liposomes, les lipides cationiques, 
peuvent aussi etre mises en oeuvre pour la fabrication des vaccins, 

Exemple 18 : Vaccination des bovins 

Les bovins sont vaccinas avec des doses de 100 //g, 250 ou 500 fjg par 
25 plasmide. Les injections sont r6alis6es & I'aiguille par voie intramusculaire soit 
au niveau du muscle gluteus, soit au niveau des muscles du cou. Les doses 
vaccinates sont administr^es sous des volumes compris entre 1 et 5 ml. 
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REVENDICATIONS 

5 1. Formule de vaccin bovin contre la pathologie 

respiratoire des bovins, comprenant au moins trois valences de 
vaccin polynucieotidique comprenant chacune un plasmide 
integrant, de maniere a 1'exprimer in vivo dans les cellules 
h6tes, un gene d'une valence de pathog^ne respiratoire bovin # 

10 ces valences etant choisies parmi le groupe consistant en virus 
herpes bovin, virus respiratoire syncitial bovin, virus de la 
maladie des muqueuses et virus parainfluenza de type 3, les 
plasmides comprenant, pour chaque valence, un ou plusieurs des 
genes choisis parmi le groupe consistant en gB et gD pour le 

15 virus herpes bovin, F et G pour le virus respiratoire 
syncitial bovin, E2, C + El + E2 et El + E2 pour le virus de 
la maladie des muqueuses, HN et F pour le virus parainfluenza 
de type 3 . 

2. Formule de vaccin selon la revendication 1, 
20 caracterisee en ce qu'il comporte les quatre valences de vaccin 

polynucleotidique . 

3. Formula de vaccin selon la revendication 1 ou 2, 
caracterisee en ce qu'elle comprend les gfenes gB et gD du virus 
herpes bovin, dans le m£me plasmide ou dans des plasmides 

25 differents. 

4. Formule selon la revendication 1 ou 2, caracterisee en 
ce qu'elle comprend les g^nes F et G du virus respiratoire 
syncitial bovin, dans le m§me plasmide ou dans des plasmides 
differents . 

3 0 5. Formule de vaccin selon la revendication 1 ou 2, 

caracterisee en ce que le plasmide pour le virus de la maladie 
des muqueuses comprend le gkne E2. 

6. Formule de vaccin selon la revendication 1 ou 2, 
caracterisee en ce que, pour la valence virus parainfluenza de 

3 5 type 3, elle comprend le gene HN dans un plasmide ou 1' ensemble 
des g6nes codant pour HN et F dans le m§me plasmide ou dans des 
plasmides differents . 

7. Formule de vaccin selon 1' ensemble des revendications 
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1-a 6. 

8. Formule de vaccin selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 7, caracterisee en ce qu'il comprend de 10 

. ng a 1 mg, de preference de 100 ng ci 500 fig plus 
5 pref erentiellement encore de 1 fig a 250 fig de chaque plasmide. 

9. Utilisation d'un ou de plusieurs plasmides tels que 
decrits dans l'une quelconque des revendications 1 i 8, pour la 
fabrication d'un vaccin destine k vacciner les bovins primo- 
vaccines au moyen d'un premier vaccin choisi dans le groupe 

10 consistant en vaccin entier vivant, vaccin entier inactive, 
vaccin de sous -unite, vaccin recombinant, ce premier vaccin 
presentant le ou les antig£ne(s) cod£(s) par le ou les 
plasmide (s) ou antig£ne(s) assurant une protection crois^e. 

10. Kit de vaccination regroupant une formule de vaccin 
15 selon l'une quelconque des revendications 1 a 8 et un vaccin 

choisi dans le groupe consistant en vaccin entier vivant, 
vaccin entier inactive, vaccin de sous-unite, vaccdn 
recombinant, ce premier vaccin presentant 1'antig^ne code par 
le vaccin polynucl^otidique ou un antig&ne assurant une 
20 protection croisee, pour une administration de ce dernier en 
primo-vaccination et pour un rappel. avec la formule de vaccin. 

11. Formule de vaccin selon l'une quelconque des 
revendications 1 & 8, accompagn6e d'une notice indiquant que 
cette formule est utilisable en rappel d'un premier vaccin 

25 choisi dans le groupe consistant en vaccin entier vivant, 
vaccin entier inactive, vaccin de sous-unite, vaccin 
recombinant, ce premier vaccin presentant l'antigene cod6 par 
le vaccin polynucl£otidique ou un antig^ne assurant une 
protection croisee. 

30 
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1 ATGGCCGCTCGCGGCGGTGCTGAACGCGCCGCGGGCGCCGGAGACGGTCGGCGAGGACAGCGT 
1 ► tet^aAlaArgGlyGlyAlaGluArg^^ 

64 CGTCATCTACGACCGGGACGTGTTCTCGCTGCTCTACGCGGTCCTGCAGCGCCTGGCGCCGGC 
22 ► AryHial^uArgProGlyArgValLguAl a ATal^iArg<Uyt>roAlaJaaProGlyAIaQly 

127 GGGGCGCGCGCCGCGCTAGCCGCTGCCCTGCTATGGGCGACGTGGGCCCTGCTGCTGGCGGCG 
43 ► GlyAlaArg AlaA l a l iguA la A l a A T a T ^nT w PrpAl a'Ph^rvpAi aT^ir^ lT)1 ^ lAla j a:i 

190 CCCGCCGCGGGGCGACCGGCGACAACGCCCCCGGCGCCCCCGCCCGAAGAGGCCGCGAGCCCG 
64 ► ProAlaMaGlyArgProAlaaau^hrPro^ 

253 GCGCCCCCCGCGAGCCCCAGCCCCCCCGGCCCCGACGGCGACGACGCCGCCAGCCCCGACAAC 
85 ► AlaProPrx^aSerProSexP^^ 

3 16 AGCACAGACGTCCGCGCCGCGCTCCGGCTCGCGCAGGCGGCCGGGGAAAACTCGCGCTTCTTC 
106 ► SertfarAspValArq Al a AT ft T/n iAr#LenAl n at a A1 a^l y«i " \ttnB~ r ArjPhcTho 

379 GTCTIGCCCGCCGCCCTCGGGCGCCACGGTGG^ 
12 7 ► ValCysProProProSerOlyA^^ 

442 TACGGGCTCGGGCGGAACTACACGGAGGGCATCGGCGTCATTTACAAGGAGAACATCGCGCCG 
1 4 8 ► TyrGlyI^uGlyArsAsnTyrl3br^ 

505 TACACGTTCAAGGCCTACATTTACAAAAACGTCATCGTGACCACGACCTGGGCO 
169 ► TyrltorPfaeLysAlaTyrlleT^ 

568 TACGCGGCCATTACAAACCAGTACACGGACCGCGTGCCCGTGGGCATGGGCGAGATCACGGAC 

190 ► Tyr Ala AlaTl e ThrAmfll TrTy rThrAspArcfVaajroV^ erfhv-*^ 

631 CTGG1WACAAGAAGTGGCGCTGCCTTTCGAAAGCCGAGTACCTGCGCAGCGGGCGCAAGGTG 

2 1 1 ► I^ValAspLysLysTrpAr^^ 

6$4 GTGGCCiraACCtkGAC^^ 

232 ► V al A1 aPheA spArqAspASDAsBProTrom B 

757 CCCGGGGTGCGGGGCTGGCACACGACGGACGATGTGTACACGGCGCTGGGCTCGGCGGGGCTC 
253 ► PrcGlyValArgQlvTrpHi sThrThrAspA^v^Tyrrhyjvi ^T ^^IyS^rAlaGlyLcu 

820 TACCGCACGGGCACCTCTGTGAACTGCATCGTGGAAGAAGTGGAGGCGCGCTCGGTGTACCCG 

27 4 ► TyrArgttu^yTIhrSei^^ 

883 TACGACTCGTTCGCGCTCTCGACCGGGGACATTATCTACATGTCGCCCTITrACGGGCTGCGC 
295 ► IVrAspSerPheMalieuSerll^ 

946 GAGGGCGCGCACCGCGAGCACACCAGGCTACTCGCCGGAGCGCTTCCAGCAGATCGAGGGCTA 
316 ► GluGlyAlaili sArgGluHisllirArgl^uLeuA^ 

1009 CTACAAGCGCGACATGGCCACGGGCCGGCGCCTCAAGGAGCCGGTCTCGCGGAACTTTTTGCG 
337 ► I/^liiAlaAryHisGlyHisG^ 

1072 TACACAGCACGTGACGGTAGCCTGGGACTGGGTGCCCAAGCGCAAAAACGTCTGCTCGCTCGC 
3 53 ► Tyx^iftiJUaArgAspGlySer^ 

Eta M * 2_ 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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1135 CAAGTGGCGCGAGGCGGACGAAATGCTGCGAGACGAGAGCCGCGGGAACTTCCGCTTCACGGC 
379 ► GlnValAlaArgGlyGlyAr^^^ 

1 198 CCGCTCGCTCTCGGCGACCTTTGTGAGCGACAGCCACACCTTCGCGTTGCAGAATGTGCCGCT 
4 00 ► ProI^iAlal^uGlyAspLeuCVsG 

1261 GAGCGACTGCGTGATCGAAGAGGCCGAGGCCGCGGTCGAGCGCGTCTACCGCGAGCGCTACAA 
4 2 1 ► GluArgl^suArgAspArgA^ 

1 324 CGGCACGCACGTGCTGTCGGGCAGCTIX3GAGACGTACCTGGCGCGCGGCGGCTTTGTCGTGGC 

4 4 2 ► ArgHisAlaArgAlaValGlyGI nT^myAspValProQlyAlaArqArgLeuCysArgGl^ 

1337 CTTCCGGCGATGCTCAGCAACGAGCTGGCCAAGCTGTACCTGCAGGAGCTGGCGCGCTCGAAC 
4 6 3 ► LeMProiOamr J / ^ i SerAfflnn i iiT^i ft T ^Tynr^jTyri^^ wrh,T^ lft i fl ft3 ^ crJ ^ m 

1450 GGC ACGCTCGAGGGGCTGTTCGCCGCCGCGGCGCCCAAGCCGGGCCCGCGGCGCGCGCGCCGC 
4 8 4 ► GlyThrl^^liiQlyLeuPheAlaAlaAlaAlaPro 

1513 GCCGCGCCGTCTGCGCCCGGCGGCCCGGGCGCGGCCAACGGGCCCGCCGGCGACGGCGACGCC 
505 ► AlaMaProSej^aProGlyQlyPrnQlyAl a ai aigr^i yPmftl aOlyAspqiyJispJOa 

1576 GGCGGGCGGGTGACTACCGTGAGCTCGGCCGAGTTTGCGGCGCTGCAGTTCACCTACGACCAC 
526 ► QlvGlvAraValTbrT3irVal5ftr5^Alar!l iiPV^ai a n «»T«vn npH^rH^r^^^ ^ 

1639 ATCCAGGACCACGTG AACACCATGTTCAGCCGCCTGGC^ 
547 ► IleGlnAspHi^alAsi^^ 

1702 AAGGAGCGCGCCCTGTGGGCCGAGGCGGCTAAGCTCAACCCCAGCGCGGCGGCCAGCGCTGCG 
563 ► LysGluArgAlal^^ 

1765 CTGGACCGCCGCGCCGCCGCGCGCATOTTGGGGGACGCCATGGCCGTGACGTACTGCCACGAG 

589 ► l^aAspArgArgAlaAlaA^^ 

1829 ctcggcgaggggcgSgtg^ 
6 1 0 ► LflufllyQluGlyArgVa 1 PhftlleQluAsnSarMatArgAlaPr^ 

1391 cgcccgccggtctcctttgccttcggcaacgagagcgagccggtggagggccagctc 
63 1 ► AryProProValS^PhgAlaPheQlv^ "Ti-'yfl yaiu 

1954 gacaacgagctgctgccgggccgcgagctcgttoagccctgcaccgccaaccacaagcgctac 

6 52 ► AspA finOUit^ L a u^^ gLyntatfrirr 

2017 ttccgctttggcgcggactacgtgtactacgagmctacgcgtacgtgcotcggg 
673 ► PhaArgPbeGlyAlaAspO^ 

2080 gcggagctggaggtcatcagcacctttgtggacctaaacctcacggttctggaggaccgcgag 

694 ► AlaGluLeuGluVallleSgLT^ 

2 14 3 TTCTTGCCGCTAGAAGTGTACACGCGCGCCGAGCTCGCCGACACGGGTCTGCTCGACTACAGC 
7 1 5 ► Pbel/suProLeuGluVal^^ 

2206 G AG AT AC AGCCCCGC AACC AGCTGC ACG ACCTCCGGTTCTACC AC ATTG ACCGCGTCGTC AAG 

7 3 6 ► GluIleGlnArgArgAJSDGT nT^lHi gGliiI^^rgPhATyr-JLc^TlAA^T^al V*1 Ty g 
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2269 ACGGACGGCAATATGGCCATCATGCGAGGGCTCGCCAACTTCTTTCAGGGCCTGGGCGCCGTC 

7 57 ► ThiAspGlyAsnMetALalleMetArgGlyLeu^ 

2 332 GGGCAGG CGG TGGGCACGGTGGTGCTGGGCGCCGCGGGTGCCGCGCTCTCGACCGTGTCGGGC 

7 7 8 ► GlyGloAlaValGlyThrValV^^ 

2395 ATCGCCTCGTTTATTGCGAACCCGTTCGGCGCGCTGGCCACGGGGCTGCTGGTGCTCGCCGGG 
799 ► IleAlaSerPhalleAlaAsnPr^ 

24 53 CTGGTGGCCGCTTTCCTGGCGTACCGGTACATTTCCCGCCTCCGCAGCAACCCCATGAAGGCG 
3 20 ► LeuVaJAlaLAlaPheLeuAlaTyrArgTyrlleSe^ 

2521 CTGTACCCG ATC ACCACGCGCGCGCTC AAGGACGACGCCCGGGGCGCAACCGCCCCGGGCGAG 

8 4 1 ► LeuTyrProIleThxTh^^ 

2534 G AAGAGG AGGAGTTTG ACGCGGCCAAACTGGAGC AGGCCCGCGAG ATGATCAAGTATATGTCG 
862 ► GluGluOluGluPhfiAspA^ 

2647 CTCGTGTCAGCGGTCGAGCGGCAAGAGCACAAGGCGAAAAAGAGCAACAAGGGCGGCCCGCTC 

883 ► i^ValSerAlaValGlutogGli^ 

2710 CTGGCGACCCGGCTGACGCAGCTCGCGCTTCGGCGGCGAGCGCCGCCGGAGTACCAGCAGCTT 
904 ► l^uAlaThrArgljeailt^ 

2773 CCGATGGCCGACGTCGGGGGGGCATGA 
925 ► ProMetAlaAspValGlyGlyAla* • • 
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3607 Bgllt BamHI 
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